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Ozet

Amac: Giimiis nanopartikiiller (AgNP’ler), antimikrobiyal
ve dezenfektan maddeler olarak uzun yillar kullanilmistir.
Bununla birlikte, giimiis nanopartikiillerin antikanser
potansiyeli hakkinda oldukc¢a sinirli bilgi mevcuttur. Bu
nedenle, bu calismada AgNP’ lerin MCF-7 meme kanseri
hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin degerlendirilmesi
amaclanmigtir.

Materyal-Metot:  Biberiye  (Rosmarinus  officinalis)
Oziitli kullanilarak giimiis nanopartikiillerin sentezi igin
bir biyosentez metodu gelistirildi. Sentezlenmis giimiis
nanopartikiillerin ~ UV-Visible  Spektrofotometre ile
karakterizasyonu yapildi. MCF-7 meme kanseri hiicreleri
cesitli konsantrasyonlarda AgNP’ler (0-10pg/ml) ile 24 saat
boyunca muamele edildi. Glimiis nanopartikiillerin sitotoksik
etkisi MTT test ile belirlendi.

Bulgular: Giimiis iyonlarmin biorediiksiyonu 450nm’de
spektrofotometrik olarak izlendi. Biberiye 6ziitii kullanilarak
hazirlanan AgNP’lerin, 24 saat boyunca MCF-7 meme kanseri
hiicreleri ile farkli konsantrasyonlarda muamelesi sonrast
doza bagimli olarak hiicre biiylimesini inhibe ettigi belirlendi.

Sonuc: Bucaligmaile fiziksel ve kimyasal yontemlerin yaninda
bitki oziitii kullanilarak gerceklestirilen AgNP sentezinin
iyl bir alternatif oldugu ve biberiye o0ziitii kullanilarak
sentezlenen AgNP’lerin meme kanseri tedavisinde potansiyel
alternatif bir ajan olabilecegi sonucuna varilmistir. Fakat,
giimiis nanopartikiillerin bu etkilerini dogrulamak i¢in in vivo
hastalik modellerinin kullanildig: ileri caligmalarin yapilmasi
gereklidir.

Anahtar kelimeler: Gilimiis Nanopartikiiller,
Rosmarinus officinalis, Biberiye.

MCF-7,

Giris

Kanser diinyada onde gelen o6lim nedenlerinden biridir.
Kanser tiirleri arasinda meme kanseri, kansere bagli mortalite
acisindan kadinlarda akciger kanserinden sonra ikinci sirada
yer almaktadir. Ayrica meme kanseri kadinlarda goriilen
kanserlerin yaklasik %30’luk bir dilimini olusturarak birinci
sirada yer almaktadir (1). Cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi
gibi cesitli tedavi segeneklerine ragmen lokal ileri evre ve
metastatik meme kanserli hastalarin sag kalim oranlarinda
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Objective: Silver nanoparticles (AgNPs) have been used
as antimicrobial and disinfectant agents for many years.
However, there is limited information about the anticancer
potential of silver nanoparticles. In this study, we aimed to
evaluate the cytotoxic effect of AgNPs on MCF-7 breast
cancer cell.

Material-Method: A biosynthesis  method  was
developed for the synthesis of silver nanoparticles using
rosemary (Rosmarinus officinalis) extract. Synthesized
silver nanoparticles were characterized by UV-Visible
Spectrophotometer. MCF-7 breast cancer cells were treated
with AgNPs (0-10ug/ml) at various concentrations for
24 hours. The cytotoxic effect of silver nanoparticles was
determined by MTT assay.

Results: Bioreduction of silver ions was observed
spectrophotometrically at 450nm. AgNPs prepared using
rosemary extract were determined to inhibit cell growth in
a dose-dependent manner following treatment with different
concentrations of MCF-7 breast cancer cells for 24 hours.

Conclusions: In this study, it is concluded that AgNP synthesis
using plant extract is a good alternative besides physical and
chemical methods and AgNPs synthesized using rosemary
extract can be a potential alternative agent in breast cancer
treatment. But, further studies using in vivo disease models
are necessary to confirm these effects of silver nanoparticles.
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ciddi bir artis olmamustir. Standart tedavi yontemleri ile lokal
ileri evre meme kanserinde 5 yillik sag kalim diizeyi %55
ve 10 yillik sag kalim diizeyi ise %35 diizeyindedir. Meme
kanserli hastalarda tani ve primer tiimoriin cerrahi miidahale
ile ¢cikarilmasi sonrasi 10 yillik siirecte tekrarlama orani (niiks)
%40 olarak belirlenmistir (2-6). Tiim bu nedenlerden dolay1
meme kanserli hastalarin tedavisinde yeni tedavi modellerine
ihtiya¢ duyulmaktadir.

Nanoteknoloji, bilim ve teknolojideki gelismeler ile birlikte
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nano Olgekte yeni malzemeler tiretmek igin ortaya ¢ikmis
ve hizla biiyliyen bir alandir (7). Bu teknoloji ile nano 6lgek
diizeyinde; insan yararina uygun olarak degistirilmis, ylizey
alani/hacim oranina bagli olarak farkli elektriksel, manyetik,
optik, fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip materyallerin
olusturulmasi saglanmaktadir (8). Nanopartikiiller ¢esitli
kimyasal, elektrokimyasal, radyasyon, fotokimyasal ve
son yillarda gelistirilmis biyolojik metotlar kullanilarak
hazirlanabilmektedir. Bununla birlikte, kimyasal
sentezlerde kullanilan malzemelerin toksisitesi nedeniyle,
nanopartikiillerin sentezinde gevre dostu ve toksik olmayan
stabilize edici ajanlarin  kullanilmasi  zorunludur. Bu
baglamda biyolojik metotlar, fiziksel ve kimyasal metotlar
ile karsilagtirildiginda toksik olmayan nanopartikiillerin
iiretiminde 6nemli bir avantaj saglamaktadir. Son yillarda,
nanopartikiil sentezinde bitki 6zlerinin kullanimiyontemolarak
basit, non-toksik, ucuz ve ¢esitli alanlarda uygulanabilirligi
nedeniyle oldukca popiilarite kazanmistir (9). Bitki 6zleri
hem nanopartikiillerin sentezinde indirgeyici ajanlar hem
de stabilize edici maddeler olarak etki gosterebilirler. Ayni
zamanda, bitki Oziitiniin kaynagininda nanopartikiillerin
ozelliklerini etkiledigi bilinmektedir (10). Su ana kadar ¢ok
sayida gesitli bitki 6ziitli kullanilarak AgNP’lerin yesil sentezi
gerceklestirilmistir (11).

Kanser tedavisinde nanoteknolojiye dayali kullanilan
terapiler minimal yan etkiler ve yiiksek 0Ozgiinliikleri
ile son yillarda oldukca ilgi g¢ekmektedir. Ozellikle
tibbi  bitkilerden sentezlenerek iiretilen nanopartikiiller
antimikrobiyal, antioksidan ve antikanser etkileri nedeniyle
dikkat c¢ekmektedirler (12-14). Son zamanlarda yapilan
calismalarda, yesil glimiis nanopartikiillerin farkli kanser
tirlerinde hiicre canliligint azaltma ve apoptoz arttirma
yetenekleri bildirilmistir (15-17). Bu nedenle arastirmalar
daha ¢ok kanser hiicrelerine kars1 yiliksek aktiviteye sahip
ancak normal hiicrelerde diisiikk toksisite gosteren yeni
giimiis nanopartikiillerin sentezi i¢in antikanser etkili dogal
bilesiklerin se¢ilmesine odaklanmistir.

Biberiye (Rosmarinus officinalis) Akdeniz boélgesinden
koken alarak tiim kitalara yayilmis hem aromatik hemde siis
bitkisi olarak yetistirilen ¢ok yillik odunsu bir bitki tiirtidiir.
Yapraklar1 yaygin olarak baharat olarak kullanilir ve tibbi
amaglara da hizmet eder. Farmakolojik aktivitelerinden
sorumlu ana bilesenleri 1,8-sineol (%52,2), kafur (%15,2)
ve o-pinendir (%12,4) (18, 19). Ayni zamanda yapilan
calismalarda biberiye Oziitiinlin antiproliferatif, antioksidan
ve antibakteriyel etkilerinin olduguda gosterilmistir (20-22).

Bu ¢aligma ile ilk kez antioksidan 6zellige sahip olan Biberiye
(Rosmarinus officinalis) 06ziitii kullanilarak yesil biyosentez
ile glimiis nanopartikiillerin sentezi gergeklestirilmistir.
Sentezlenen giimiis nanopartikiillerin MCF-7 meme kanser
hiicre hatt1 tizerine sitotoksik etkileri gosterilmistir.

Materyal-Metot

Giimiis Nanopartikiillerin Hazirlanmasi ve

Karakterizasyonu
Caligmada kullanilan Biberiye (Rosmarinus officinalis)
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bitki ornekleri kurutulmus olarak satin alindi. Kurutulmus
biberiye yapraklari havanda doviilerek toz haline getirildi.
Toz biberiye 0,5gr tartilarak 50ml deiyonize suya karistirild.
Karisim mikrodalga firinda 1 dakika (1200W, 50Hz) tutuldu
ve whatmann no.1 filtre kagidindan siiziilerek 6ziit elde edildi.

Glimiis nitrat (AgNO,) Sigma Aldrich Chemical’dan (St.
Louis, MO, ABD) ticari olarak satin alindi. Sulu bir giimiis
nitrat (AgN0,) ¢ozeltisi (SmM) hazirlandi ve oda sicakliginda
giimiis nanopartikiillerin sentezi i¢in kullanildi. Gilimis
nanopartikiillerin sentezi i¢in 100ml 5mM giimiis nitrat
(AgNO,) soliisyonu ve 10ml biberiye oziitii karigtirilarak
mikrodalga firinda (1200W, 50Hz) 1 dakika tutuldu. Birkac
dakika icerisinde saridan koyu kahverengiye olan renk
degisimi AgNP’lerin olusumunu gosterdi.

Glimis nanopartikiillerin olusumu UV-visible
spektrofotometre ile karakterize edildi. UV-Visible
spektrofotometre (T60, PG Instruments) ile 300-600nm dalga
boyu araliginda absorbans kaydedildi.

Hiicre Kiiltiirii

Insan meme kanseri hiicre hatti MCF-7, ATCC (American
Type Culture Collection)’den ticari olarak satin alind.
Hiicrelerin tamami L-glutamin, esansiyel olmayan amino
asitler, sodyum priivat, %10 Fetal Bovin serum (FBS) ile
desteklenmis, 100U/ml Penisilin ve 100pg/ml Streptomisin
ilave edilmis DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium)
besiyeri i¢inde monolayer Kkiiltiirler olarak %35 CO,lik
atmosfer ve 37°C’lik inkiibatorde ¢ogaltildi.

MTT Testi
Hiicre canliligy, 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil-
tetrazolyum bromiir (MTT) testi ile degerlendirildi.

Kisaca, hiicreler sayildi ve ardindan 96 kuyucuklu kiiltiir
(her kuyucukta 2x10° hiicre) kaplarina aktarildi. MCF-7
hiicreleri, farkli konsantrasyonlarda sentezlenen AgNP’ler
ile (0-10ug/ml) 24 saat siire ile inkiibe edildi. MTT, Smg/
ml konsantrasyonda hazirland1 ve her bir kuyucuga 10ul
MTT ilave edildi ve 4 saat stireyle inkiibe edildi. Olugsan mor
renkli formazon kristalleri daha sonra 100ul dimetil siilfoksit
(DMSO) icinde ¢oziildii. Optik dansite (OD), 570nm dalga
boyunda ¢ok kuyucuklu spektrofotometre (Thermo Multiscan
GO) plaka okuyucusunda okundu. Sonuclar, iic bagimsiz
deneyin ortalamasit olarak verildi. Hiicre canliliginda
%50 azalma gosteren AgNP konsantrasyonu (IC,; degeri)
GraphPad Prism 8 yazilimi kullanilarak belirlendi. AgNP
ile muamele edilmemis hiicreler kontrol olarak kullanildi.
AgNP’lerin hiicreler tizerindeki etkisi, asagidaki formiile gore
hesaplandi, kontrol ile karsilastirilarak yiizde hiicre canliligt
belirlendi:

Hiicre Canlilig1 Yiizdesi (%)=ortalama OD/kontrol ODx100.
Bulgular

Giimiis Nanopartikiillerin Sentezi

Bu ¢alismada, giimiis nanopartikiillerin sentezi i¢in biberiye
oziti  kullanilmistir.  Giimiis nitrat  sollisyonu  renksiz,
biberiye oziitii ise sar1 renklidir. Glimiis Nitrat (SmM)
soliisyonuna biberiye o6ziitii eklendi. Reaksiyonu takiben
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sartdan kahverengiye renk degisiminin goriilmesi AgNP’lerin
olusumunu gosterdi (Sekil 1).

Sekil 1. Biberiye oziitii kullanilarak giimiis nanopartikiillerin
biyosentezi; (A) Kurutulmus biberiye bitkisi; (B) Sentez Oncesi
giimiis nitrat; (C) Biberiye o6ziitii; (D) Sentez sonrasi giimiis
nanopartikiil renk degisimi.

Giimiis Nanopartikiillerin UV VIS Spektrofotometre ile
Karakterizasyonu

UV visible spektrofotometre  kullanilarak, hazirlanan
AgNP’lerin ~ 300-600nm  araliginda  absorbsiyonlart
degerlendirildi. Biberiye o6ziitii kullanilarak hazirlanan

AgNP’ler i¢in 450nm’de giiglii ve genis bir yiizey plazmon piki
gozlendi (Sekil 2).
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Sekil 2. Giimiis nanopartikiillerin UV-vis absorbans ile
karakterizasyonu. Sentezlenmis giimiis nanopartikiillerin UV-

goriiniir absorbans spektrumu 450nm’de giiclii ve genis bir pik
sergilemistir.

MCFT7 Hiicrelerinde AgNP’lerin Doza Bagimh Sitotoksik
Etkisi

Yapmis oldugumuz ¢alismada, giimiis nanopartikiillerin farkli
konsantrasyonlarda (0-10pg/ml) insan meme kanseri hiicre
hattt MCF-7 hiicreleri tizerinde in vitro sitotoksisitesi MTT
testi ile degerlendirildi. MCF-7 meme kanseri hiicreleri farkli
konsantrasyonlarda hazirlanmis AgNP’ler ile 24 saat boyunca
muamele edildi. Elde ettigimiz sonuclar AgNP’lerin MCF-7
hiicrelerinde doza bagimli olarak hiicre canliligini azalttigini
gosterdi. AgNP IC, degeri; 3,32ug/mL ve %95 confidence
interval araligi; 2,26-4,94ug/ml olarak hesaplandi (Sekil 3).
Inkiibasyonun 24. saatinde AgNP’lerin Spg/ml ve daha yiiksek
konsantrasyonlarmin %100 sitotoksik oldugu belirlendi. Ayn1
zamanda, hiicre 6liimiine yol agan AgNP konsantrasyonlarmin
bitki oziti ile karsilastinldiginda ¢ok daha diistik
konsantrasyonlarda sitotoksik oldugunu da belirledik (Sekil 4).

Tartisma

Son yillarda bilim adamlari, bazi sentetik antioksidanlarin
toksik etkileri nedeniyle dogal antioksidanlar1 kesfetmek tizere
medikal ozellige sahip bitkileri arastirmaya odaklanmistir.
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Sekil 3. Glimiis nanopartikiillerin MCF-7 meme kanseri hiicreleri
iizerindeki doz bagimli inhibisyon egrisi. GraphPad Prism 8 yazilimi
kullanilarak AgNP’lerin konsatrasyonlarinin logaritmik degerleri
hesaplanarak inhibisyon egrisi elde edildi ve buna gére IC, | degeri
(3,32 pg/mL) hesaplandi.
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Sekil 4. MCF-7 meme kanser hiicrelerinin hiicre canlilig {izerine
giimiis nanopartikiillerin (AgNP) doza bagimli etkisi. Hiicreler, 24
saat boyunca ¢esitli AgNP konsantrasyonlarinda muamele edildi
ve sitotoksisite MTT metodu ile belirlendi. Sonuglar, {i¢ bagimsiz
deneyin ortalamatstandart sapmasi olarak ifade edildi. Kontrol
hiicrelere gore muamele edilen hiicrelerin canlilik oranlarmin
istatistiksel anlamliligi, Student t-testi kullanilarak belirlendi
(*p<0,05).

Ayrica, dogal antioksidanlar insan sagligini korumada oldukga
6nemli bir role sahiptir. Bugiine kadar bitki 6zleri kullanilarak
giimils nanopartikiillerin biyosentezi ile ilgili ¢cok sayida
calisma rapor edilmistir, fakat onlarin antikanser 6zellikleri
yeteri kadar agiklanamamigti. Gilimiis nanopartikiillerin
sentezi i¢in bugiine kadar kullanilmis olan fiziksel ve
kimyasal birkag yontem mevcuttur (23). Biyolojik
yontemlerin gelistirilmesi, glimiis nanopartikiillerin sentezi
ve uygulanmasi i¢in uygun maliyetli, ¢evre dostu ve kolay
olmasi nedeniyle olduk¢a 6nemlidir. Bu c¢aligmada, Biberiye
oziti kullanilarak hazirlanmis glimiis nanopartikiillerin
antikanser potansiyeli ilk kez rapor edilmistir.

Bitki oziitleri, metal iyonlariyla etkilesime girerek metalik
nanopartikiillere indirgeme potansiyeline sahiptir (24).
Biberiye 6ziitiinde bulunan biyomolekiiller, Ag" iyonlarmin
tek bir adimda Agla indirgenmesinden sorumludur.
Yapmis oldugumuz ¢aligmada, reaksiyonu takiben saridan
kahverengiye renk degisiminin goriilmesi AgNP’lerin
olusumunu gostermektedir. Saridan kahverengiye olan renk
degisiminin AgNP’lerin sentezini destekleyen bir delil oldugu
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daha once yapilan ¢caligmalarda da gosterilmistir (25- 28).

AgNP’lerin UV-visible spektrofotometre ile karakterizasyonu
yapilmistir. Bu teknik nanopartikiillerin karakterizasyonu
icin oldukca 6nemli bir tekniktir (25-27). 450nm yakininda
gozlenen bant, parcaciklarin topaklanma olmadan iyi bir
dagilm sagladigim1 gostermektedir. Giiclii fakat genis
yiizeyli plazmon pikinin, 2-100nm genisliginde ¢esitli metal
nanopartikiillerin olmast durumunda gozlemlendigi 1iyi
bilinmektedir (25, 26). Daha dnce yapilan ¢alismalar ile elde
ettigimiz sonu¢ uyumlu olarak belirlenmistir (28).

Yapmis oldugumuz ¢aligmada, MCF-7 meme kanseri
hiicreleri farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis AgNP’ler
ile 24 saat boyunca muamele edilmis ve ardindan hiicre
canliliklart MTT testi ile degerlendirilmistir. Elde ettigimiz
sonuglar AgNP’lerin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde
doza bagimli olarak hiicre canliligin1 azalttigini gostermistir.
Hiicre canlilik testi, toksik maddelere karsi hiicresel cevabi
aciklayan toksikoloji analizi i¢in 6nemli yontemlerden biridir
ve hiicre olimi, hayatta kalma ve metabolik aktiviteler
hakkinda bilgi saglayabilir (29). Piao ve ark. (30) AgNP’ler
ve AgNOiiin insan Chang karaciger hiicrelerinde doza
bagimli sitotoksisite gosterdigini ve AgNP’lerin AgNO3 ile
kargilagtirildiginda daha yiiksek bir sitotoksisite gdsterdigini
rapor etmistir. AgNP ile muamele edilmis hiicrelerin, hiicre
tipine ve nanopartikiillerin boyutuna bagli olarak metabolik
aktiviteyi azalttigi da gosterilmistir (31). Gurunathan ve
ark. (32) bir meme kanseri hiicre hatt1 olan MDA-MB-231
hiicrelerinde yapmis olduklar1 ¢calismada bir mikroorganizma
olan Bacillus funiculus kullanarak yesil sentez yolu giimiis
nanopartikiiller sentezlemislerdir. Calismanin sonucunda
giimiis nanopartikiillerin 24.saatte laktat dehidrogenaz (LDH),
kaspaz-3 ve reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) aktivasyonu
ile doza-bagimli olarak sitotoksisite gosterdigini rapor
etmislerdir. Behboodi ve ark. (33) yapmis oldugu ¢alismada
da, medikal bir bitki olan Cichorium intybus ekstrakti
kullanarak hazirladiklart giimiis nanopartikiillerinin MCF-
7 meme kanser hiicrelerinde sitotoksik etki gosterdigi rapor
edilmistir. Jang ve ark. (34) MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde
Lonicera hypoglauca yesil sentez ile olugturulmus ve giimiis
nanopartikiillerin sitotoksik etkilerini gostermislerdir. Meme
kanserinin yanisira literatiirde farkli kanser tiirlerinde giimiis
nanopartikiillerin kullanimina iliskin ¢aligmalar mevcuttur.
Rani ve ark. (35) yesil sentezlenmis giimiis nanopartikiillerin
insan glioblastoma hiicrelerinde, Nagajyothi ve ark. (36)
A549 akciger kanser hiicreleri ve MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinde antiproliferatif etkilerini rapor etmislerdir.

Sonuc¢

Son zamanlarda gilimiis nanopartikiiller tibbi cihaz
kaplamalarinda ve ozellikle yara bakiminda antimikrobiyal
ajanlar olarak kullanilmaktadir. Nanoteknolojiyi kullanarak
biyouyumlu yeni antikanser ajanlarin gelistirilmesi ise kanser
tedavisi alanindaki yeni yaklagimlardan biridir. Bu anlamda
giimiis nanopartikiillerin kanser tedavisinde kullanimi
giindeme gelmistir. Giimiis nanopartikiillerin sentezinde
bitki 6zlerinin kullanimi diger bir deyisle nanopartikiillerin
biyosentezi olduk¢a hizli, temiz, toksik olmayan ve g¢evre
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dostu bir teknoloji gelistirilmesinde etkili bir yontemdir.

Yapmis oldugumuz c¢alismada, giimiis nanopartikiillerin
sentezi i¢in biberiye 0ziitii kullanarak AgNP’leri basariyla
sentezledik ve hazirladik. Ayrica, yesil sentez ile olusturulmus
nanopartikiillerin, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde kontrol
grubuna gore sitotoksik etki gosterdigini belirledik. Bu sonug;
biberiye Oziitiiyle hazirlanan AgNP’lerin, meme kanseri
tedavisinde antikanser ajanlar olarak kullanilabilecegine
isaret etmektedir. Ancak, elde etmis oldugumuz sonuglarin
tam anlamryla uygulanabilmesi, insan viicudunda nasil bir
etki gostereceginin belirlenebilmesi ve etki mekanizmalarinin
aydinlatilabilmesi i¢in in vivo ¢alismalarin yapilmasi
gerekmektedir.
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